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摘要 ”用 免疫 电镜 金 颗粒 标记 技术 准确 ,快速 地 对 舞 毒 峨 (Z7mant7ia dispar ZS My KAD MBE 
行 了 定位 和 鉴定 。 舞 玩 娥 病毒 的 多 克隆 抗体 与 同 源 的 多 和 角 体 抗原 之 间 存 在 着 强烈 的 亲 和 人 性， 但 与 不 同 源 的 
Wiame (Neodiprion sertifer) RES BERRAR EIRE Y. PERRETA 
Pepin b tS ARS apk. ERTER R ka, RRS Ake 
EPRI FESAI UES ha AEA aa (HAUTE EMER ASI Wi RS HL 
MAS AK EE A ba AAA ORY BS I 3 m Ro 
关键 词 HER mw FS AKT ” 病毒 多 克隆 抗体 RSM | BRIBE 
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细胞 化 学 标记 是 指 利用 细胞 化 学 方法 通过 鉴定 物 〈Identifiers) XFER Aah E 
tn oy BEAT IA BAD EAT a FA Sue SSE DUR REA A & SE H s 用 酶 识别 
其 基质 .用 配 体 识 别 受 体 及 其 结合 部 位 等 ; 被 标记 的 复合 体能 在 电子 显微镜 下 显示 出 目标 
分 子 的 准确 位 置 。 自 从 Coons 等 (1941,1942) 将 抗原 和 抗体 之 间 的 强烈 亲 和 特 性 引进 到 
免疫 细胞 化 学 研究 中 以 来 ,不 同 标记 物 和 标记 方法 已 相继 被 发 展 和 完善 ,如 铁 蛋白 、 草 光 
SS , 银 颗 粒 、 酶 -基质 等 (Singer, 1959; Saine-marie, 1962; Sternberger, 1974 )o 这 些 方 
法 在 免疫 细胞 化 学 显微镜 技术 的 发 展 中 都 起 过 不 同 程度 的 作用 。Faulk 等 (1971) 首 先 在 
免疫 电镜 技术 中 应 用 胶体 金 颗粒 标记 系统 ， 由 于 该 标记 系统 具有 容易 制备 、 高 的 电子 至 
密度 和 分 辩 力 .与 大 分 子 结合 的 稳定 性 、 不 同 的 粒子 大 小 以 及 很 强 的 二 次 电子 反射 能 力 等 
tras 所 以 已 广泛 应 用 于 目标 分 子 的 识别 和 定位 。 在 动 、 植物 病毒 的 研究 中 ， 用 这 种 技术 对 
病毒 与 寄主 间 关 系 ,病毒 在 寄主 细胞 内 复制 机 制 ,病毒 表面 抗原 和 结 者 构 蛋 白 定位 等 问题 进 
行 探讨 的 报道 其 多 (Frankel #£,1987; Portner 等 ， 1986; Egger 等 ， 1987; Saito 等 ， 
1987; Tomenius 等 ，1987;Langenberg，1985; Landini 2 1987) o 在 医学 病毒 研究 中 ， 
它 已 成 为 人 类 某 些 病毒 的 重要 鉴定 手段 〈(Kjeldsberg，1986; Pekovic &,1986)o Garzon 
等 (1982) 用 免疫 金 颗 粒 标 记 法 研究 了 昆虫 浓 核 病毒 的 表面 抗原 ,发 现 该 抗原 主要 在 核 内 
被 清楚 标记 。 作者 应 用 这 一 技术 对 狂 毒 峰 核 型 多 角 体 病毒 NPV) 进行 了 鉴定 和 定位 ， 
现 将 研究 结果 整理 报道 如 下 。 


材料 和 方法 
L BAUME GREW (Lymansria, dispar) 取 自 美国 农业 部 病理 实验 室 , 幼 虫 


AMF 1988 年 3 月 收市 。 
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在 24410 下 用 人 工 饲 料 饲 养 到 3 DESIR NPV 取 自 同一 实验 室 BAH BS 
FREY Wisconsia 大 学 昆虫 系 提 供 。 

2. 病毒 粒子 提纯 ”经 莽 速 和 蔗糖 梯度 《25 一 的 和 W/V) 离心 提纯 的 舞 毒 蛾 病毒 多 
HIR 100mg 一 ZTF iml 含有 0.lmol/L Na,CO;, 0.17 mol/L NaCl 和 0.01mol/L EDTA 
FAR (pH = 11.0) 20 分 钟 一 加 0.5mol/L HCl 调整 到 pH 一 8.5， 终 止 反应 一 4000 转 / 
分 离心 30 4h, EY his ->25,000 转 / 分 离心 1 小 时 , 得 浅 兰 色 粒 子 沉 淀 一 用 少量 PBS 
CBR HU) FEE AT 10—45% (W/V) 蔗糖 梯度 上 一 25,000 转 / 分 离心 1 小 时 ,病毒 
粒子 分 为 5 层 一 取出 ,冰冻 保存 待 用 。 

3. R NPV 多 克隆 抗体 按 Ma SCL HHRMA SR ASS AA 
经 弱 碱 溶解 后 进行 免疫 )o 

4 多 角 体 和 病毒 粒子 悬 注 片 的 制备 及 免疫 金 颗粒 标记 提纯 的 多 和 角 体 和 病毒 粒子 用 
TBS (Tris RIRI) (pH = 7.2) 稀释 一 按 不 同 浓度 滴 于 带 Formvar HNL, TR 
后 一 网 片 置 于 1% 牛 血 清 蛋 白 惹 泣 上 反应 10—20 分 钟 一 立即 与 用 工 BS 稀释 成 不 同 浓度 
HY eae a SS PERE SLR IM 1 小 时 一 用 含 1 AEE TBS (pH = 7.2) WRR 3 
次 -与 秆 抗 锅 标记 的 多 里 站 (让 季 20nm) (Janssen Life Sciences products, USA), 作 
用 1 小 时 一 用 合 0.1 免 个 血清 蛋 口 的 TBS (pH = 8.2) PERE 3 Yk. PREA 2% BYR 
《pH 一 7.0) 人 水色 2 分 名: 王后 -> 电镜 好 罕 。 

APRA METH, A. Jb Pi RE G LG ae BEAR Seg Hidi Lj Ee sie 
粒 作 用 , 余 同 处 理 组 。B. 1% CRIM SAA SS ROR ETI ATA & BE HTH 
HEGE p Oi ae ee (EH af TA AE o 

5. 扫 措 电镜 免疫 爹 颗粒 标记 滴 片 的 制备 ”机 纯 的 多 和 角 体 基 液 按 不 同 浓 度 滴 寺 盖 玻 片 
上 上 ,干燥 后 与 含 1% 牛 血 清 蛋 日 的 TBS (pH 一 7.2) 作用 20 分钟, BSR i 
烽 抗 体 作用 1 小 时 ,其 后 的 制备 步骤 与 4 同 。 对 照 组 不 和 多 克隆 抗体 反应 ,直接 与 羊 流 锡 
金 颗粒 作用 。 

6. 脂肪 体 细 胞 的 超 薄 切片 和 免疫 金 颗粒 标记 舞 毒 娥 3 龄 幼虫 口服 含 1X 10 PIB,/ 
ml WHER Biko 10 天 后 取 脂 肪 体 一 用 含 0.02mol/ 工 PBS 的 2.5% RZE EE 2 
小 时 ->1% RARE ! 小 时 , 径 PBS 洗涤 后 一 系列 酒精 脱水 一 包 埋 在 Epon 812 中 一 切片 
《厚度 600 一 800A ) 一 置 干线 网 片上 (网 眼 300X75)-> 与 1% 过 碘 酸 钠 反 应 “NIT BEG 
后 一 与 1 多 牛 蛮 清 蛋 日 (含有 育 PBS, pH 一 7.2) BRR RM 20 分 钟 一 立即 与 姓 毒 蛾 病毒 
多 克隆 抗体 (1:200 稀释 ) 作 用 1 小 时 一 用 含 0.1% 牛 血 清 蛋 日 的 TBS (pH 一 7.4) 洗涤 
~ 一 与 羊 抗 免 标 记 的 攻 颗 粒 作 用 1 小 时 一 用 含 0.1 FY TBS (pH 一 8.2) 洗涤 3 
次 一 2% 酷 酸 铀 染色 10—15 分 钟 , 演 洗 后 一 行 标 酸 铝 染 色 1 一 3 分 钟 。 

对 照 组 分 三 种 处 理 : A. ASSP EMH B. 与 已 被 舞 霉 峨 抗原 中 
和 过 的 多 克隆 抗体 反应 。C,， 与 非 免疫 的 免 血 消 作 用 。 三 者 的 其 它 制备 步骤 均 与 处 理 组 


结果 和 讨论 
一 、 多 角 体 和 病毒 粒子 的 标记 
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sesh NPV 多 克隆 抗体 与 同 源 多 角 体 抗原 和 松柏 锅 和 角 时 蜂 (Neodiprion sertifer) 
病毒 多 角 体 抗原 作用 的 透射 电镜 观察 结果 分 别 见 图 1 和 图 2 。 在 舞 毒 蛾 病毒 多 角 体 表面 
可 见 许 多 标记 金 颗粒 (图 1:1) ,说 明 在 同 源 的 抗原 和 抗体 之 间 存 在 着 强烈 的 亲和力 ;相反 ， 
在 松柏 锯 角 叶 蜂 病毒 多 角 体 表面 仅 偶 而 找到 金 颗粒 (图 1:2)。 对 照 组 舞 毒 峨 病毒 多 角 体 
上 没有 标记 金 颗粒 (图 1:3)。Krywienczyk 等 (1958) 报 道 不 同 来 源 核 型 多 角 体 之 间 的 搞 
原 性 在 很 大 程度 上 取决 于 其 寄主 所 属 的 分 类 地 位 。 这 两 种 昆虫 分 属于 鳞 翅 目 和 腊 翅 目 , 两 
者 病毒 之 间 的 血清 学 关系 应 当 是 不 密切 的 。Krywienczyk 等 《1960) 用 补体 结合 试验 证 
明 松 柏 锯 角 叶 蜂 的 多 角 体 蛋白 抗体 除 与 同一 目的 云 杉 锯 角 叶 蜂 (Diprion heryniae) 病毒 
多 角 体 有 强烈 的 交叉 反应 外 ,还 与 草地 夜 峨 (Laphygma frugiperda), WEER (Chori 
stoneura fumiferana) FUSER (Malacosoma americanum) FARW H E RAI JA RE 
多 角 体 有 程度 不 同 的 交叉 反应 。 图 2 表明 松柏 饥 角 时 蜂 病 毒 多 角 体 与 舞 毒 蛾 多 角 体 的 多 
克隆 抗体 之 间 也 有 微弱 的 交叉 关系 。 





图 1 ” 舞 毒 蛾 病毒 多 角 体 抗体 与 二 种 病毒 多 角 休 抗 原 的 反应 


1. 被 重重 标记 的 舞 毒 峨 (L. dispar) 病毒 多 角 体 ,箭头 示 标 记 的 金 颗粒 ”X24000 

2。 舞 毒 峨 病毒 多 克隆 抗体 与 松柏 锯 角 叶 蜂 《N，Seritifer) RES MA ZIP RRM, 
箭头 表示 几 个 标记 金 颗粒 X24000 

3。 对 照 组 舞 毒 峨 病毒 多 角 体 表面 光滑 x24000 


扫描 电镜 观察 也 显示 经 舞 毒 蛾 病毒 多 克隆 抗体 处 理 的 同 源 多 和 角 体 上 布 满 立体 的 金 颗 
粒 ( 图 2:1) ,对照 组 多 角 体 表面 平 洁 光 祖 ( 图 2:2)。 图 版 1 是 舞 毒 峨 病毒 的 病毒 粒子 抗原 
被 标记 的 情况 ,由 于 在 制备 病毒 多 克隆 抗体 时 ,预先 用 弱 碱 将 多 角 体 溶解 ， 所 以 它 包 括 病 
毒 粒子 和 核 衣 壳 的 抗体 。 从 图 中 可 以 看 出 ,病毒 粒子 ,特别 是 它 的 囊 膜 部 分 和 多 克隆 抗体 
的 亲和力 较 强 (图 版 1:1)， 核 衣 壳 抗原 和 多 克隆 抗体 的 反应 较 弱 (图 版 1:2)。 对 照 的 病 
毒 粒子 和 核 衣 壳 上 则 未 见 金 颗粒 ( 图 版 1:3)。 

二 、 脂 肪 体 细胞 中 病毒 抗原 的 标记 

在 感染 病毒 10 天 后 的 舞 毒 蛾 脂肪 体 细胞 核 中 ,可 以 见 到 许多 成 熟 的 病毒 多 角 体 和 少 
量 未 被 包 埋 进 多 角 体 的 游离 病毒 粒子 及 核 衣 壳 , 前 者 被 金 颗粒 标记 得 较 重 ,后 者 只 锌 轻微 
标记 (图 版 I)， 其 原因 可 能 是 因为 在 制备 多 克隆 抗体 时 ， 多 角 体 蛋白 的 量 远 远 多 于 病毒 
粒子 ,所 以 多 克隆 杭 体 对 前 者 的 亲和力 较 大 。 对 照 的 多 角 体 和 病毒 粒子 均 未 被 标记 。 我 





图 2 舞 毒 蛾 病 守 多 角 体 抗体 与 其 抗原 的 反应 


1。 扫 措 电 镜 照 片 , 示 被 众多 金 颗粒 标记 的 舞 毒 蛾 病毒 多 角 体 
2. 扫描 电 镜 照 片 * 示 对 照 组 舞 毒 峨 病毒 多 角 体 ,无 标记 金 颗粒 可 见 


们 认为 , 震 要 标记 病毒 粒子 抗原 ,可 用 大 量 提纯 的 病毒 粒子 抗原 制备 多 抗 ， 也 可 制备 病毒 
单 粒 子 的 单 克隆 抗体 ,其 鉴定 效果 应 当 优 于 多 角 体 病毒 的 多 抗 。 为 能 制备 多 种 病毒 抗原 的 
质 , 利 用 免 没 金 颗粒 标记 技术 ,就 可 能 对 病毒 侵 人 的 早期 机 制 和 病毒 间 的 亲缘 关系 有 更 深 
人 的 理解 。 Saito 等 (1987) 的 工作 就 是 一 个 很 好 的 例子 , 他 们 用 这 种 方法 对 烟草 花 叶 病 
毒 的 两 种 结构 蛋白 在 寄主 细胞 中 的 复制 进行 了 定位 。 

另 一 个 使 人 感 兴趣 的 现象 是 在 被 感染 的 脂肪 体 细 胞 中 常见 到 一 种 萎 形 晶体 ， 它 极 象 
屁 虫 凋 病 毒 感 染 脂 肪 体 后 出 现 的 纺锤 体 ,但 数量 较 少 ， 分 布 也 不 同 ,这 种 苏 形 晶体 在 细胞 
核 和 细胞 质 内 均 有 发 现 ,其 性 质 与 功能 尚 不 清楚 。 有 人 认为 它 与 多 角 体 蛋白 相同 或 是 多 角 
体 蛋 日 的 前 身 ,但 没有 试验 证 据 。 Longworth 等 (1980) 在 被 感染 的 苹 褐 卷 峨 Epiphya。 
postvittana 脂肪 体 细 胞 质 中 也 发 现 这 种 鞭 形 晶体 ， 他 们 通过 复杂 的 染 t 色 和 化 学 分 析 初 步 
肯定 它 不 同 于 多 角 体 蛋白 晶体 。 我 们 用 免疫 金 颗粒 标记 技术 极其 准确 而 快速 地 证 朋 : 这 
种 获 形 晶体 与 多 角 体 蛋 白 量 体 之 闻 没 有 共同 的 抗原 性 ， 因 为 它 不 能 被 金 颗粒 标记 (图 版 
IDo XPA EmA EEE AR ETE KARTIN A, i 也 许 在 病毒 
复制 过 程 中 并 不 起 任何 作用 。 

免疫 电镜 金 颗粒 标记 技术 在 昆虫 病毒 复制 机 制 的 研究 和 建立 准确 的 病毒 血清 清 分 类 系 
统 方面 都 有 极为 广泛 的 应 用 前 景 ,不 久 的 将 来 , 它 也 许 会 成 为 其 它 实 验方 法 所 无 法 替代 的 
有 力 工具 (Bendayan. 1984), 
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IDENTIFICATION OF ANTIGEN OF GYPSY MOTH NUCLEAR POLY- 
HEDROSIS VIRUS BY USING IMMUNOGOLD LABELLING 
TECHNIQUE 
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The antigen of gypsy moth Lymantria dispar nuclear polyhydrosis virus (NPV) has been 
localized and identified with scanning and transmission electron microscopy by using immuno- 
gold technique. The cleuiion micrographs showed ihai sirong reaction exisied beiween ihe 
antigen of polyhedra of gypsy moth NPV and its polycolonal antibody while only weaker 
cross-reaction occurred between the antigen of polyhedra of European pine sawfly Neodip- 
rion sertifer NPV and poly colonal antibody of gypsy moth NPV. The virions and nu- 
cleocapsids of gypsy moth NPV could also react with polycolonal antibody. A let of mature 
polyhedra and virions of gypsy moth NPV were labelled by immunoe-geld particles in the in- 
fected adipose cells and the micrographs indicated that the antigenicity of virion was weaker 
than that of polyhedron. Virions and nucleocapsids outside the polyhedra could also be la- 
belled. It has been found that some bipyramid inclusions emerged in the nucleus and cyto- 
plasm of adipose cell but their antigenicity differed entirely from the polyhedra. 

Key words Lymantria dispar Neodiprion sertifer antigen of NPV polyhedra 
polycolonal NPV antibody bipyramid inclusion 














T 23: 用 免疫 金 颗粒 标记 鉴定 舞 毒 蛾 核 型 多 角 体 病毒 的 抗原 





1 ， 被 标记 的 舞 毒 蛾 病毒 的 病毒 粒子 〈 了 E 为 囊 膜 ，VY 为 变 膜 内 的 核 衣 沈 ) X30000 
2. 被 标记 的 舞 毒 蛾 病毒 的 核 衣 党 CNC) X30000 
3， 对 有 照 组 舞 毒 峨 病毒 的 病毒 粒 于 和 核 衣 壳 (V) X30000 
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